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(S4)Tldte UNIVERSALPROCESSPORISOLATINQANDPURIFYINONUC^ 

W HIOHLY OCWTAMINATED VARIOUS STARTINO MATERIALS > 

(84) TImlihBiit UNIVERSELLES VERFAHREH 2UR ISOUERUWO UND REIWIOUNO VON NUKLEIN SAUR EN AUS EXTREM 
OERIN(#EN MENOEN SOWTESEHR STARK VERUNREINKJTEN UNTERSCSOEDUCHSTEN AUSGANGSMA 
TERIALIEN 

(S7)AbitrMl 

-A ttiivena] process Undisclosed for cxncting and porifyinf nodek acids from extremely small amconts of hifWy contaminated 
vaffdas bMofical and other starting materials. The inventioa has applications in forensic medicine, medical diagnosis, molecular biology, 
btahemtstiy, genetie technology and aD related fiekis. The process is characterised ta that nucleic add-cooiaining materials are lysed, the 
tysate is in r wN t H widi a non-poroos, non-stnictured; highly disperse, homogcneoos and chemicaOy pare SiOz sobstnte. the sobttrate is 
isolated with the boond nndeic acids ttd washed with a boffier aohitioo. then the taicleic acids are distohred fitxn the substrate by a bufTer 
whh a lower salt coneenmkn. Lysb of the inaterial and imcleic ackl fanrnobOlsatlon are prefenbly carried oat hi a reacti^ The 
sobstiise pvtkta have a sise of 7-40 inu pi^cf^ 40 nnu an^ 

Die Brftndong betrimdn univctaen einseotbibes Vcrfahren m Isolierung and Reinigung von NoUeinsttiren aus extrem geringen wie 
aurh •ntimi mil Vmiwvlnigiif^ koMaminieften untanehiwIllchsMi Nologlschan ond andami AutgangtmaiMialien. Anwetwlungtgeblete 
sind die foiemische Medisin, medlzinische Diagnostik, Molekularbiologie, Biochemie, Gentechnik und al]e anderen angrenzenden 
Oebiete. Das erf lndungs gemifle Verfshren ist dadfirch gekennzeicfanet, dafi Nukleinsioren cnt h altende Maierialien lysiert, das Lysat 
mtt einem nichiporOsen imd u m mt f t ^ ir*^", hochdispersen sowie horoogenen diemisch retnen SiOrTrtger tnkubiert der .TVSger mtt 
den geb un denen Nnkleinsluren ^)getrenm und mit PufferlOsnng gewaschen wird and nachfolgcnd die Nukleinslnren mit eihem PufTer 
geringer Salzkonzentmkxi vom Tttg^r tbgelOst werden. Die Lyse des Materials and die Bindung der Nakleinauren werden bevorxugt in 
einem ReaktionsgefIB doichgefUtft. Die verwendcten Trtgefputikel weisen eine KomgrOBe von 7^ nm, vofzugweite 40 nm, bei einer 
spctlftschen Oberfliche von SO-300 g^. vorzugsweise 50 g/m^ auf. 
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Auch ist die Blndung von zellulftrer Gesant-RNS an z.B. 

silicageltragende S<Lulen bekannt und als Reagenzienssystem auch 
verfttgbar % raalislart dabal abar nioht aino y llatAndig 
IP lieruSg von zellulArer Gesant-RNS , da kl inere RNA.^^ezies 
(<200 bp) nicht nehr isoliert warden kttnnen. Sonit kann z.B. 
eine solche RNS nicht raehr erfolgreich ftir DDRT-PCR Anwendungen 
(I80li«rung »a«tXicher nRHA Spezies einer Zelle) eingasetzt 
warden r da von vornheroin kleine RNS-Spezies nicht vorfianden 
aind. Deaweiteran besteht mit aolchen Systenen auch ntcht di ^ 
Ndglichkeit der Isolierung von RNS aus extren geringen Mengen art 
Ausgangsnaterialien. Obwohl Verfahren der Isolierung, wie aucft 
Reinigung von Nukleins&uren ttber das bekannte Prinzip der 
Bindung der NukleinsAuren an nineralische Materialien, 
nittlerweile weitverbreitet sind, werden eine Reihe von 
speziellen Anwendungen der Isolierung' von Nukleinsfturen , mit 
bisher bekanntan isolierungssysteaen (und den verwendat n 
TrttgerBaterialien) nicht oder in keiner Weise zufriedenstellend 
geldst. 

Dies betrifft: 

1. die Isolierung von NukleinsAuren (genonische DNS, total RNS) 
aus ssetram geringen Hen9«n an Ausgangsaaterialien (z.B. 
<0.5ag GewebeMterial; <0.5m1 Blut oder Blutspuren auf 
Kleidungsstacken? <5m1 Speichel; <lo3 Zellen), 

2. die Verfagbarkeit eines univsrsellen Systeas fOr die :^ - 
Isolierung von NukleinsAuren aus einen sehr breiten Spektrun 
unterschiedlichster AusgangsaAterialien (d.h. Isolierung von 
Nukleinsluren aus ^einfachen Ausgangsaaterialien' wie 
Zellkulturen oder Vollblut wie auch aus extrem schwierig n 
Ausgangsaaterialien wie Uraltknochen oder Stuhlnaterialien) , 

3. die Isolierung von Nukleinsauren aus stark kontasinierten 
Ausgangsnaterial in einer Qualitat, die es erlaubt, die 
isolierten Nukleinsauren auch als Substrat fOr enzynatlsch 
Nachfolgereaktionen (z.B. PGR) auch ait Erfolg einsetzen zu 
kOnnen. 

n 

Gerad solche kontaninationsbeladenen Ausgangsaaterialien sind 
fQr best^aate klinisch rel vante Pragestellung n fQt die 
Diagnostik, £Qr £ rensische Untersuchung n bzw. fOr di Kl&rung 
evoluti nsbiologischer Pr^ 7««tellungen von gr Ber Bedeutting. Es 
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handelt sich dabel vor allem um s Ich *int r ssl renden' 
Ausgangsnateriali n wi Knochen ouer Blutspuren auf 
Kleidungsstoffen (forenslsche Hedizin) , Uraltknochen 

(Evoluti nsbi logie), Speich 1 , Bronchialauswurfraaterial und 
Stuhlproben" (medizinische Diagnostik) • Wi schon aufgeftlhr€*ist 
es z.B« nicht in6glich anpllf ikationsf Ahige DNS aus 
Spelchelproben unter Verwendung ^*on Glasmilch zu isolieren. 
— -Noch konpil2iert:er stellt sich dieses Probletn dar, wenn DNS au^ 
StuhXproben isoliert werden soil. Nach dem gegenwArtigen Stand 
der Technik nufi eindeutig festgestellt werden, daB es noch kein 
funktionierendes schnelles Isolierungsverfahren gibt (wed r 
kommerziell verfttgbar, noch publiziert), um anpl J f ikationsf fihige ^ 
Nukleinstturen zu isolieren. Bisher sind ftkr eine Isolierung von 
DNS aus einein solchen Ausgangsmateriai - extren arbeits-und- ' 
zeitaufwendiqe multiple Reinigungsschrit^e notwendig. Solche 
aufwendigen Prozeduren sind norwendig, da die Vielzahl der;: in 
Stuhlproben enthaltenen Kontaminationen ait alien bisher 
bekannten Nethoden nicht anders entfemt werden konnten. Ein 
direkte und daait sehr schnelle Isolierung anplifikationsf fthig r 
NukleinsAure aus Stuhlproben fiber die Bindung der Nukleins&tiren 
an TrAgermaterialien ist bisher nicht bekannt und bedeutet 
daait einen sehr groBen Machteil, da Stuhlaaterial als Quelle 
fdr zu isolierende HukleinsAuren (vor alien genomische DNS aus 
abgeschilferten epithelialen Zellen der Darawand) £Qr ^te 

or- 

routineaABige Gendiagnostik nicht verfQgbar ist. 

Die Aufgabe der Erfindung besteht darin, ein universelles 
Verf ahren zur Isolierung und Reinigung von NukleinsAuren 
bereitzustellen, das diese speziellen Anwendungen gestattet. 

Oberraschenderweise %mrde gefunden, dafi ait dea erf indungsgeaflB 
eingesetzten . TrAgeraaterial und unter der Verwendung 
unterschiedlicher chaotroper Salze alle diese Anforderungen in 
hervorragender Heise errfQllt %rerden. 

Das erf indungsgeaABe Verfahren wird geaAB den AnsprCkchen 1-14 
realisiert. Cs ist dadurch gekennzeichnet, daB die NukleinsAuren 
enthalt nd n Ausgangsaaterialien lysiert, das Lysat ait inea 
nichtpord en Und unstzrukturierten, hochdispers n sowie hoaog nen 
cheaisch reinen SiO^-* TrAger inkubi rt, der TrAger ait den 
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g«bund«n«n, Mukl.ln.auren al4«tr.nnt und nit Pufferlttiunq 
gewaschen und nachfolg nd die Nukleinsfturen nit einein Puffer 
geringer Satzk nz ntration vom Trikger abg 16st werden. 
Di Fixi rxmg der Nukleinsfturen erfolgt an der Oberf Iftche der 
SiO.-Partikel. welche vorzugsweis einen Part ike IdurchmCss r 
von' 40 nm. bei einer aktiven Oberflfiche von ca. 50 m^/g 
aufweisen, unter AnwesenSeit chaotroper Salze hoh r 

lonenstarken . 

Danit wird es itiOglich, NukleinsAuren aus 

a) extrem geringen Mengen an Hukleinsauren enthaltenden 
Ausgangsnaterialien 

b) aus sehr *schwierigen' und stark nit organ ischen und 
anorganischen Verunreinigungen kontaninierten 
unterschiedlichen biologischen und andercin 
Ausgangsnaterialien wie z.B. stuhlproben, Knochen u.a. 



in 



einer QualitAt und Quantitit zu isolieren, welche 
nachfolgende enzynatische Maijipulationen nit den isolierten 
Mukleinsauren nOglich werden IftBt. 



Es zeigte sich ebenfalls Oberraschenderweise, daB Qber die 
Aus%mhl • des verwendeten chaotropen Puffers in Konbination-varit 
den verwendeten Trftgematerial eine selektivitftt der Bindung v n 
entweder DMS Oder RNS realisiert wird. Danit kann allein durch 
die Wahl des fOr die Lyse des Ausgangsnaterials verwendeten 
chaotropen Seizes , das Trftgematerial fOr die isolierung von DMS 
Oder tax die Isolierung RMS eingesetzt werden, %fobei in 
nethodischen Verf ahrensablauf keinerlei Ver&nderungen 
durchzufOhren sind. Ein solches Verhalten eines ftir die 
Bindung von Hukleinsiluren eingesetzten Materials tst bisher npch 
nicht beschrieben worden. , 

Das Verfahren zur Isolierung von NukleinsSuren ist sehr einfach 
handhabbar,:^ benOtigt nur geringe apparative Ausrtistungen , 
bedarf keiner enzynatischen Vorbehandlung des Probennaterials 
(z.B. Prot Tnas K V rdauung), verzichtet auf den Einsatz einer 
t xisch r Phenol-/Chl r f om-Extraktion , benCtigt keine 
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Ethan IprAzipltation und lABt slch s mlt: nit gering m zeitrichen 
Aufwand realisleren, was s g stattet, einen groBen Pr benunfang 
zu bearbei^en. 

- Das rfindungsgeinaB ing setzte Tr&g mat rial nit ^einen 
physikalischen Eigenschaf ten ist ideal fUr die Xsolierung und 
Reinigung von NuKleinsfturen lu^ extrexn geringen Mengen an 
unterschiedlichsten Ausgangsmaterialien, wie auch aus sehr s^ark 
nit Verunreinigungen kontaninierten Ausgangsnaterialien. 
Die der Erfindung zugrunde liegenden Eigenschaf ten d s 
ausgewfihlten Tragernaterials, welche in folgenden in Vergleich 
zu anderen Trftgernaterialien dargestellt werden, ernSgXicht 
danit erstnalig die Bntwicklung eines universieiil n 
Xsolationssystens f(ir Nukleinstturen (universell in Sinne der 
Xsolierung von sowohl DNS als auch RNS/ der Xsolierung der 
NukleinsAuren aus alien NukleinsAuren enthaltenden biologischeh 
und anderen Ausgangsnaterialien, der Isolierxing v n 
Nukleins&uren aus extren geringen Mengen an Ausgangsnateriali n, 
sowie der Xsolierung von NukleinsAuren aus sehr stark nit 
Verunreinigungen kontaniniertefi Ausgangsnaterialien) • 
Wie weiterhin aufgezeigt wird, ist ein solches universell s 
Systen nicht nit herkOnnlich verwendeten Glasnaterialien 
(Gla8nilch,61a8pulver o.fi.) realisierbar. 4 

Das in der Erfindung verwendete Trfigematerial unterscheidet 
sich hinsichtlich seiner physikalischen Charakteristika 
grundlegend von anderen fOr die Xsolierung von Nukleinsfturen 
verwendeten Trftgematerialien, bei welchen es sich i.d R. nicht 
un chenisch reines SiO^, sondem un porOse oder nichtporOse 
Glasnaterialien z.B. auf der Basis von Borsilikatglas 

(Glasnilch) Oder aus pflanzlichen nineralischen 
Zellwandkonponenten n (Diatonenerden) , welche als 

chronatographische Materialien speziell fUr Anwendungen in d r 
NukleinsAurenreinigun^ konnerziell verftigbar sind, und danit 
die Basis far die Herstellung von (auch der konnerziell 
verfQgbaren)r Suspensionen bilden. Alle diese Trfig materialien 
sind sehr gut g ignet far Standardanw ndungen, z igen aber auf 
Grund ihrer^physikalischen Struktur erhebliche Nachteile bzw. 



